Nod1ないしNod2リガンドでプライムされたマウスでは様々なTLRリガンド刺激に対する腫瘍懐死因子(TNF-α)およびIL-6産生が亢進する by 萩原 資久
Nod1ないしNod2リガンドでプライムされたマウスで
は様々なTLRリガンド刺激に対する腫瘍懐死因子
(TNF-α)およびIL-6産生が亢進する
著者 萩原 資久
号 77
学位授与番号 2510
URL http://hdl.handle.net/10097/45719
氏 名(本 籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学 位授 与年 月 日
学 位授 与 の条件
研 究 科 専 攻
学 位 論 文 題 目
はき わ ら とも ひ さ
萩 原 資 久
博 士(医 学)
医 博 第2510号
平 成19年9月12日
学 位 規 則 第4条 第1項 該 当
東 北 大 学 大 学 院 医 学 系 研 究 科
(博士 課 程)医 科 学 専 攻
Enhancementoftumornecrosisfactor一αand
interleukin-6productioninmiceprimedwith
Nod1-orNod2-ligandinresponsetovarious
Toll-likereceptorligands
(Nod1ない しNod2リ ガ ン ドで プ ライ ム され た
マ ウ スで は様 々 なTLRリ ガ ン ド刺 激 に対 す る腫
瘍 壊 死 因 子(TNF一 α)お よ びIL-6産生 が 亢 進 す
る)
論 文 審 査 委 員
(主 査)
教授 里 見 進
教授 加 藤 正 人
教授 佐々木 巖
一29一
論 文 内 容 要 旨
【緒 言 】
ペ プ チ ドグ リカ ン(PGN)は マ イ コプ ラズ マ を 除 き,ほ と ん どす べ て の細 菌 種 の細 胞 壁 の骨
格 構 造 を な す 成 分 で あ る。PGNはN一 ア セ チル グ ル コサ ミ ンとN一ア セ チ ル ム ラ ミ ン酸 が結 合 し
た グ リカ ン鎖 に,ペ プ チ ド(軸 ペ プチ ド)が 結 合 し,軸 ペ プ チ ド間 に架 橋 構 造 を 有 す る網 状 構 造
の 巨大 分 子 で あ る。PGNの 免 疫 生 物 学 的 活 性 につ い て は長 年 研 究 され て きた が,近 年,微 生物
に 特 有 の 分 子 構 造 を パ タ ー ン認 識 して 生 体 防 御 を 担 う 自 然 免 疫 の 研 究 が 進 み,そ の 過 程 で,
PGNの 部 分 構 造 をパ タ ー ン認 識 す るnucleotide-bindingoligomerizationdomain(Nod)ファ
ミ リー分 子 が細 胞 内受 容 体 で あ る こ とが 証 明 され た 。 す な わ ち,Nod1は グ ラ ム 陰性 菌 や 一 部 の
グ ラ ム陽 性 菌 のPGNに 特 有 のmeso-diaminopimelicacid(meso-DAP)を含 む ペ プ チ ド構 造 を
認 識 し,Nod2は グ ラ ム 陽 性 菌 と陰 性 菌 両 方 のPGNの 要 構 造 に あ た る ム ラ ミル ジペ プ チ ド
(MDP;N-acetylmuramyl-iralany-D-isoglutamineある い はD-glutamicacid)を認 識 す る。 一
方,Toll様 受 容 体(TLR)は,10余 種 が知 られ,細 菌 ・ウ ィル ス ・真 菌 等 の 微 生 物 をパ ター ン
認 識 す る。MDPを 前 投 与(プ ラ イ ム)さ れ た マ ウ スで は,TLR4リ ガ ン ドの エ ン ド トキ シ ン
[lipopolysaccharide(LPS)ない しそ の 活性 中心 のlipidA]に 対 す る感 受 性 が 亢 進 して,腫 瘍
壊 死 因 子(TNF一 α)やinterleukin(IL)-6など の炎 症 性 サ イ トカ イ ン応 答 が 高 ま る こ とが知 ら
れ て い る。 本 研 究 で はNod2リ ガ ン ドの 合 成MDPに 加 え て,合 成Nod1リ ガ ン ドで あ るFK
156(D-lacty1-L-alanyl一γ一D-glutamyl-mese-DAP-glycine)およ びFK565(heptanoyl一γ一D
-glutarny1-meso-DAP-D-alanine)にも この よ うな プ ラ イ ミ ン グ作 用 が 認 め られ る か ど うか ,さ
らに,Nod1/2リ ガ ン ドに よ る プ ラ イ ミ ング作用 の諸 条 件 を検 討 し,そ の 作 用 機 序 の解 明 を 目指
した。
【材 料 と方 法 】
1)微生物 関連 のテ ス ト標品:Nod1リガ ン ドと してFK156およ びFK565(以上,ア ステ ラ
ス製 薬 よ り分 与),Nod2リガ ン ドと してMDPを 供試 した。 一方,TLRリ ガ ン ドと して は,
TLR2/1リガ ン ドの大腸 菌型合成 トリア シル リポペ プチ ドPam,CSSNA,TLR2/6リガ ン ドの
マ イ コプ ラズマ型 ジア シル リポペ プチ ドFSL-1,TLR3リガ ン ドのpolyI:C,TLR4リガ ン ド
の人腸菌 型合成1ipidA(LA-15-PP)ならびに細菌 性LPS(E.co〃0551B5由来),TLR9リ
ガ ン ドのCpGDNA(1668と2006)を供試 した。2)血.清TNF一αおよ びIL-6誘導:FK565,
FK156,ない しMDPを マ ウスに様 々な投与 経路(多 くは尾静脈注 射)で 前 投与(プ ライ ミン
グ)し て,そ の後0-12時間(多 くは4時 間)後 に種 々のTLRリ ガ ン ドを尾静脈投 与(惹 起 注射)
した。 惹 起 注 射 の90分 後 に麻酔 下 に て心臓採 血 を し,血 清 中 のTNF一αお よ びIL-6濃度 を
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ELISA測定 した。3)各 臓器 におけ るTNF.αおよびIL-6mRNA発現:マ ウスにFK565ない
しMDPを プライ ミング後,LPSに よる惹起 注射 を行い,そ の0,30,60,90分後 に肝臓 ・脾
臓 ・肺 ・末梢 血 単核細 胞 を それぞ れ回収 し,TotalRNAを抽 出 した。 逆転 写反 応 を行 い,
Real-timePCR法にて,TNF一αおよびIL-6mRNA発現 を分析 した。4)肝 臓 におけるphospho-
IKKα/β分 子発現:マ ウスにFK565およびMDPを プ ライ ミング後,LPSに よる惹起 注射 を
行 い・ その直 後 と10分後 に肝臓 を回収 し,4%パ ラホルムアルデ ヒ ドにて固定,パ ラフィン包 埋
を行 い,組 織 切片を抗phospho-IKKα/βモノクローナル抗体 で免疫 組織学的 に検討 した。
【結 果 】
1)Nod2リガ ン ドのMDPお よびNod1リガ ン ドのFK156およびFK565をプライム した マ
ウスで は,LPS投 与 に応 じて高 レベ ルのTNF一α産 生 が認 め られ た。 特 にFK565ではMDP
(10μg/mouseが至適)の わずか1万 分 の1量(1ng/mouse)でも強力 な作用 を発揮 した。
2)FK565およびMDPの プライ ミング作 用は惹起注射 との投与 間隔が4時 間 の ときに最 も強 く
認 め られ,FK565の場合 には12時間後で も有意 なプ ライ ミング作 用が認 め られた。3)FK565
およ びMDPは 静脈投与以外 に も筋肉内,皮 下,腹 腔 内 とい った様 々な投与経路 で もプライ ミン
グ作 用 を示す ことが証明 された。MDPお よびFK565ともに静 脈投与 の10倍量 を経 口投 与す る
と明確 な プ ライ ミング作用 が認 め られ た。4)こ の ようなNod受 容体 を介 した プライ ミング作用
はTLR4リ ガ ン ドであるLPsやlipidAばか りではな く,TLR2リ ガ ン ドであ る リポペ プチ ド
お よびTLR3リ ガ ン ドであ るpolyI:Cに対 して も認 め られ た。5)MDP誘 導体 ではTLR2お
よびTLR4に 作用 す るとの報告 もあるので,TLR2KOマ ウスな らび にTLR4変 異 マ ウスであ
るC3H/HeJマ ウスを供試 して,MDPの プライ ミング作用を検討 したが,TLR2お よびTLR4
に非依存 的 にプライ ミング作用が認 め られた。6)FK565およびMDPで プライム したマ ウスは
LPS投与 後 に肝臓,脾 臓,肺 な ど様 々な臓器 でTNF一αおよびIL.6mRNAを 高発 現 して い た
が,末 梢 血単核 細胞 では ほとん ど増強は認 め られなか った。7)FK565およびMDPで プライ ム
したマ ウスで はLPS投 与後 の肝臓 組織 標本 ではphospho-IKKα/βが強 く発現 していた。
【考 察 】
以上 の知見 はマウスにおいてNod1ない しNod2を介す るプ ライ ミング作用 は様 々なTLR系
リガ ン ド応答 に及 ぶ ことを示 してい る。TLR系 シグナ ル伝達経路 とNod系 シグナル伝達経 路が
交差 す ると考 え られるIKK複 合体の活性化を示 唆す る所見が得 られたので,両 経路 のクロス トー
クに よる強 力なNF一κB活 性化 が,様 々な臓器 に誘導 されて いる もの と推測 され る。Nod1/2の
リガ ン ド構造 は細 菌に普遍的 な構造 であること,宿 主 は常 に細 菌 と共生 して いるこ とをあわせ 考
え る と,宿 主 は常 にNod1/2を介 して プライム された状況 にあ り,自 然免 疫 ばか りで な く獲得
免疫 もこの ようなプライ ミングを前 提 として解釈す る必要が ある とも言 えよ う。
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審 査 結 果 の 要 旨
自然免 疫研究 の進 展 によ り,Toll様受容体(TLR;Toll-likereceptor)をは じめ と した受容
体 についての解析 が盛 んに行われて きた。TLRは これまでに10余種が知 られ,細 菌 ・ウィルス ・
真 菌 等 の微 生 物 をパ タ ー ン認 識 す る。 一方,細 胞 内 のnucleotide-bindingoligomerization
domain(NOD)ファ ミリー分子が殆 ど全 ての細菌種 の細 胞壁の骨格構造 をなす成分 で あるペ プ
チ ドグ リカ ン(PGN)の 部分構造 を認識 するこ とが明 らかにな り,NOD1が グラ ム陰性 菌や一一
部 の グラム陽性菌 のPGNに 特有 のmeso-diaminopimelicacid(meso-DAP)を含 むペ プチ ド構
造 を認 識 し,NOD2は グラム陽性菌 と陰性菌 両方 のPGNの 要構造 にあた るmurarnyldipepide
(MDP)を認 識 す る ことが分 か ってきた。NOD2が 同定 され る以前 か らMDPを 前投与(プ ラ
イ ム)さ れた マウスで は,エ ン ドトキ シン(TLR4リ ガ ン ドのLPSな い しその活 性 中心 のlipid
A)に 対 す る感受性 が亢進 して,TNF一αやIL-6などの炎 症性 サイ トカイ ン応 答 が高 ま ることが
知 られて い たが,本 研究 で は合 成MDPに 加 え て,合 成NODIリ ガ ン ドのFK156お よびFK
565において も同様 な プライ ミング作用が引き起 こされ る ことを示 し,そ の反 応 の諸条件 と作用
機序 について検討 してい る。
まず,C57BL/6マウス に対 して,MDPな い しFK156,FK565を静 脈投与 した後,LPSを
投与 して,血 清 中のTNF一αおよびrL-6を測定 し,さ らに前 投与 か ら惹起注射 まで の投 与間隔
によ るプ ライ ミング作用 の変化 を検討 した。MDPだ けでな くFK156とFK565にもプライ ミン
グ作用 が認 め られ,各NODリ ガ ン ドの前投与 か ら惹起 注射 まで投与 間隔 は4時 間 が至適 で,
FK565はわず かlng/mouseでMDPの至適投与 量(10μg/mouse)に匹敵す るプ ライ ミング
作 用 を発揮す るこ とが明 らか にな った。 次に,FK565とMDPを 静脈 投与以外 の投 与経路 で前
投与 して プライ ミング作用 が認 め られ るか検討 した。各NODリ ガ ン ドの プライ ミング作用 は静
脈投 与以 外 に も,筋 肉内,腹 腔内,皮 下,経 口 とい った様 々な投与経路 によ る前 投与 で も引 き起
こ され ることが分 か った。 さ らに,プ ライ ミング後 の惹起 投与が合成TLR4リ ガ ン ドのlipidA
の みでな く,合 成TLR2/6リガ ン ドのIipopeptideや合成TLR3リ ガ ン ドのpolyI:Cでも認 め
られ ることが明 らか にな った。 そ して,FK565ない しMDPを 前投与 したマ ウ スで は,LPS投
与 後 に肝臓,脾 臓 肺 でTNF一αおよびIL-6mRNAの 高発現 が認 め られ,さ らに,転 写 因子
NF-KBを活 性化 す るシグナル分 子で あるphospho-IKKα/β発現 が,FK565とMDP前 投 与
後 にLPS投 与 した マウスの肝臓 で著明に増強 して いた。
これ らの結果 か ら,マ ウスにおけるNODlな い しNOD2を 介す るプライ ミングは様 々な投与
経路 によ って引き起 こされ,さ らに様々なTLRリ ガ ン ドによ って惹起 され ることが明 らか にな っ
た。 また,こ れ らにIKK複 合体 の活性化 が関与す る可能性 が示唆 された。
これ らの知 見は これまで報告 されて きたプライ ミング作用 に対 して新たな見解 を示す もの と考
え られ る。 よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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